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RESUMO
A Terra desde a origem da vida é habitada por micro- organismos. Estes apresentam
formas variadas e estão adaptados a diversos ambientes, compreendendo a maior
parte da biomassa oceânica. Em uma escala que varia de 0,22 μm até 2 μm
encontramos bactérias, arquéias, vírus e alguns eucariotos, responsáveis pela
produção primária, participação em ciclos biogeoquímicos, ciclagem de matéria e
transferência de energia e outros, contribuindo ativamente na manutenção da vida
no planeta. Com a queda nos preços de equipamentos para sequenciamento em
larga escala, análises ambientais completas e complexas podem ser realizadas a
partir da metagenômica. Em metodologia denominada shotgun são gerados diversos
fragmentos de DNA a partir de amostras ambientais, estes são analisados através
de bioinformática permitindo inferências taxonômicas e funcionais. Com este estudo
pretende -se avaliar a região do estuário de Santos antes e após a introdução
acidental de dicloroisocianurato de sódio dihidratado reconhecendo e estabelecendo
dados que permitam futuramente o controle ecológico/ambiental e da região que
está em constante mudança e exposta a impactos ambientais.
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INTRODUÇÃO
A vida microbiana permeia a terra há bilhões de anos sendo os seres mais
antigos do planeta. Em contrapartida, a sua compreensão ainda perpassa uma
fração muito pequena de tudo que existe (Madigan, 2010). Em alguns
compartimentos da Terra sua representatividade pode ser a maior parcela, como
ocorre nos oceanos onde a biomassa de pico, femto e nanoplâncton corresponde
pela maior parte em comparação com os demais organismo (Kirchman, 2008).
A microbiologia tem como um dos grandes propósitos não só compreender
todas essa cadeia e funcionamento mas também a “aplicação do nosso
entendimento acerca da microbiologia para benefício da humanidade e do planeta
Terra” (Madigan, 2010). Neste sentido travamos um impasse pois apenas 1% das
bactérias são cultiváveis, ou seja, uma fração muito grande permanece
desconhecida mas que permeia a Terra há muito tempo (Connon and Giovannoni
2002).
As bactérias são organismos extremamente adaptados a condições de ampla
variação de temperatura, pressão, disponibilidade de nutrientes e outros fatores.
Esta capacidade adaptativa faz com que estejam presentes em todos os
compartimentos (água, ar e terra), altitudes e profundidades, e ecossistemas em
quantidade.
Essa rede microbiana é capaz de interagir com todas as demais formas de
vida e em todos os níveis da teia trófica, sendo capaz de alterar fisiologicamente e
biogeoquimicamente o ambiente ao qual está inserida (Melloni R. et al. 2004,
Bazzicalupo & Okon, 2000, Madigan et al. 2000). Ou seja, desvendar o mundo
bacteriano é ter condições de compreender melhor todos os ciclos que ocorrem nas
comunidades, ecossistemas e nichos ecológicos.
A microbiologia e meio ambiente
No meio ambiente, os micro-organismos fazem parte de processos essenciais
à vida e são muitas vezes utilizados como indicadores de mudança de qualidade do
solo (Grisi, 1995), água (monitoramento dos níveis de Escherichia coli) e ar
principalmente em sua relação na transmissão de doenças (Rondon et al, 2000).
Além de serem capazes de armazenar nutrientes, o conhecimento da
estrutura da comunidade microbiana é fundamental na decisão de práticas de
manejo indicadas para recuperação de áreas degradadas ou até mesmo na melhora
da qualidade ambiental (Matsuoka et. al., 2003; Turco et al., 1994; Santana & Bahia
Filho,1998; Doran & Parkin, 1994).
Atualmente as bactérias vêm sendo utilizadas para diversas áreas e vem
sendo altamente exploradas no ramo da biotecnologia, principalmente no que diz
respeito a tratamento de água (Castro Silva, 2014) e esgoto (Henrique, 2010),
biorremediação de solo e águas subterrâneas contaminadas por óleo (Pinto, 2006) e
outros aplicados à engenharia ambiental.
Ecologia de micro-organismos
As relações ecológicas envolvendo micro-organismos afetam toda teia trófica,
mas deve se chamar atenção por serem os principais produtores primários marinhos
desencadeando diversas respostas (Kirchman 2008), interferindo em ciclos
essenciais a existência e manutenção dos seres vivos fazendo parte da ciclagem de
matéria, energia e informação genética em grande escala (Fuhrman 1999;
Canchaya, Fournous et al. 2003; Suttle 2005; Azam and Malfatti 2007; Choi and Kim
2007; Suttle 2007; Kirchman 2008; Massana and Logares 2012). Neste último ponto,
em relação a ciclagem de elementos, as bactérias têm papel fundamental no ciclo do
nitrogênio, carbono e enxofre que são essenciais a vida da maioria dos organismos
pois garantem sua fixação e assimilação por outros consumidores (Lengeler et al,
1999).
Por muito tempo se defendeu que as bactérias tinham todo seu ciclo
individualizado, ou seja, não interagiam com qualquer outro micro-organismo,
respondendo apenas a estímulos individualizados (Madigan, 2010). Atualmente,
sabe-se que além de se comunicarem entre espécies são capazes de gerar
respostas em outros grupos a partir do quorum sensing (comunicação química),
sendo então capazes de captar respostas de plantas por exemplo ou outras
bactérias (WHITEHEAD et al., 2001; BAI & RAI, 2011). Esta comunicação é capaz de
induzir mecanismos de regulação de expressão de genes e metabolismo sendo
capaz de modificar condições bioquímicas locais, tamanho das populações (Miller &
Bassler, 2001; Keller & Surette, 2006) e até mesmo levar a respostas coletivas onde
a comunidade se comporta como um único indivíduo para que se favoreça sua
sobrevivência (Fuqua Et Al., 2001; Rumjanek Et Al., 2004; Pinto, 2005; Ammor Et Al.,
2008).
Outra ferramenta importante utilizada por micro-organismos para sua
adaptabilidade e manutenção de suas comunidades, é a transferência horizontal de
genes, ou seja, a troca de material genético com outros micro-organismos que
exercem funções diferentes no ambiente (Brown, 2003; Lawrence, 2002). Esta
transferência garante habilidade novas mas que não necessariamente serão
mantidas para populações futuras pois respondem às variações externas e
necessidade de modulação fisiológica, ambiental e genética (Arber, 2000; Solomon &
Grossman,1996).
Reconhecer as funções metabólicas não só permite maior compreensão das
funções ecológicas presentes nas amostras mas consequentemente seu potencial
econômico, tendo assim sidos mapeados diversos genomas ambientais para tal fim
(Goll et al, 2010).
Avanços tecnológicos na área de metagenômica por shotgun e ecologia
de vírus
A dificuldade de cultivo de grande parte dos micro-organismos tornou-se um
grande impasse para o avanço da microbiologia, abrindo espaço para o crescimento
e desenvolvimento de abordagens independentes de cultivo (Hartmann et
al.1997,Liesack et al. 1997). O avanço tecnológico e consequente queda dos preços
dos equipamentos de sequenciamento também tiveram seu papel no aumento das
análises de genomas ambientais já que este deixaram de ser fator crucial para
investidas de novas pesquisas (Streit and Schmitz 2004; Medini, Serruto et al. 2008).
Inicialmente, em 2004, Handelsman et al utilizou pela primeira vez o termo
metagenômica, sendo este o estudo a partir do sequenciamento do DNA obtido da
análises ambientais que permite a análise da estrutura da comunidade a partir da
riqueza, abundância e distribuição das espécies e também, suas funções
metabólicas  (Tyson, 2004).
Analisar todas os genomas de uma comunidade sempre foi algo fora da
realidade, principalmente quando o assunto são os micro-organismos, porém, nas
últimas décadas a partir dos avanços tecnológicos se tornou possível analisar
desde uma árvore até um vírus (Tuskan, 2006. Warren, 2008).
Esta etapa da microbiota sempre foi considerada uma caixa preta, sem que
pudesse correlaciona-la aos outros níveis da teia trófica ou então compreender sua
real importância, como hoje por exemplo sabemos a função primordial dos
micro-organismos na composição do solo e sua eficiência tratando-o muitas vezes
na engenharia ambiental como um ‘ser vivo’ (Rondon et al, 2000).
Conhecer estes organismos trás um avanço na ciência sobre sua participação
ecológica, estabelecendo relação conectando todas as etapas de uma história da
então chamada Nova ecologia (Eguiarte, 2007). Em geral, a ecologia tem como
pilastras que vão desde a Ecofisioecologia (estudo das alterações dos indivíduos
com ambiente físico) até a Ecologia de Ecossistemas (compreensão dos fluxos de
energia e matéria) e em todas elas nunca havia sido considerado os
micro-organismos como parte, já que não podiam ser cultivados e compreendidos
(Rosso & Eguiarte, 2008).
A valorização desta comunidade invisível a olho nu foi ganhando espaço
quando foi reconhecido que a maior produção de CO2 é proveniente de arquéias e
bactérias (Kluyver, 1956) e que estes fazem parte da maior biomassa e diversidade
do planeta (Rosso & Eguiarte, 2008). Começava-se então, a ir atrás dos 99% dos
organismos não cultiváveis (Amann, 1990).
Os primeiros trabalhos de genomica criaram bibliotecas de clones de
bactérias de solo agrícolas (Rondon et al, 2000) e despontaram em uma sequência
de análises que se deram em função do barateamento dos processos de
sequenciamento em larga escala, principalmente o shotgun e pirosequenciamento
(Minckley, 1994).
Neste contexto, começou-se a tornar possível que misturas de material
genético de toda a comunidade microbiana complexa pudessem ser analisados
fragmentados. Ou seja, o DNA fragmentado é analisado permitindo estudos
taxonômicos e funcionais, extraindo diversas hipóteses de como está o
comportamento do ecossistema e relação entre a microbiota, até mesmo em frações
de vírus (Tringe, von Mering et al. 2005; Dinsdale, Edwards et al. 2008; Simon and
Daniel 2011).
Focando na técnica de shotgun, a mesma utilizada neste trabalho, é trazido a
inovação de se trabalhar com diversas sequências fragmentadas em um processo
sequencial de:
1. Fragmentação do genoma sequências curtas;
2. Amplificação dos fragmentos via PCR para aumentar o sinal de
sequência;
3. Sequenciamento de alto desempenho Illumina onde adaptadores são
inseridos e o sequenciamento feito em tempo real com dinucleotídeos
rever veis marcados com fluorescência;
4. Anotação das amostras via banco de dados existentes;
5. Arquivo final para tratamento estatístico com perfil taxonômico e
funcional.
O Porto de Santos
O Porto de Santos e consequentemente o estuário Santista-Vicentino tem um
histórico antigo de ocupação que perpassa meados da década de 70, quando
instalou-se a Cosipa (Pontes, 2001:46). A partir de então a Companhia das Docas
começa a ocupar e impulsionar a expansão do porto que chega até o bairro Ponta da
Praia, partindo da Alemoa e migra para a margem do município do Guarujá
(Schiavon et alii,1986).
Neste cenário geográfico criado, além de diversas transações e transporte de
cargas, a memória de acidentes ambientais e atualização delas por novos acidentes
se tornou recorrente. Pode-se citar pelo menos três acidentes relevantes como o da
Ultracargo, onde tanques de combustível queimaram por 8 dias, Copersucar com a
queima de toneladas de açúcar e da LocalFrio, com o vazamento e formação de
nuvem tóxica seguido de queima.
Estes tópicos são apenas exemplos pontuais de parte das pressões exercidas
sobre os recursos naturais, que impactam negativamente a biota que muitas vezes
sofre diminuição ou perda de habitats/biodiversidade (Diodato, 2003). Outro exemplo
de impacto é a devolução de rejeitos e efluentes ao ambiente (ICB UFMG, 2003),
grandes inundações, impermeabilização do solo e outros (Spadotto, Aryane et al,
2011).
Caso da LocalFrio: dicloroisocianurato de sódio dihidratado
Em Janeiro de 2016, um vazamento seguido de explosão no Terminal da Local
Frio na margem do Guarujá, do Porto de Santos, encobriu as cidades de Santos e
Guarujá com uma nuvem tóxica formada principalmente por dicloroisocianurato de
sódio dihidratado. Durante o perìodo chuvas prolongadas ocorreram permitindo a
inserção do composto em meio aquático, ao qual em contato com a água
disponibiliza cloro.
Parte do relatório da CETESB que descreve o acontecido está reportado na
imagem abaixo:
Figura 2. Fragmento de ofício resposta da CETESB sobre o acidente da LocalFrio. (Cetesb,
2061).
OBJETIVO
Descrever através da metagenômica por shotgun o picoplâncton no estuário de
Santos antes e após introdução acidental de dicloroisocianurato de sódio dihidratado.
Objetivos específicos
1) Descrever taxonomicamente e funcionalmente o picoplâncton no
estuário de Santos antes e após a introdução acidental de dicloroisocianurato de
sódio dihidratado;
2) Elaborar uma biblioteca de genes microbianos para estudo da região;




Inicialmente o projeto, incorporado a um grupo de análises maior, contava com
4 pontos de coletas sendo um deles no estuário de Santos, SP. De modo inesperado,
o ponto de análise escolhi no estuário foi realizado (em função das condições de
salinidade) exatamente em frente a um terminal onde, tempo depois, ocorreria um
acidente ambiental. Com este ponto posto, esclarecemos como foi guiado o local de
estudo e o projeto apresentado neste documento.
Desta forma, a coleta foi realizado a margem esquerda do Porto de Santos, no
município do Guarujá, nos intermédios do Terminal da LocalFrio, antes e depois do
vazamento dos containers com material tóxico, especificamente nas datas de
09/01/2016 e 19/01/2016. O ponto de coleta está demonstrado abaixo:
Figura 3. Região de coleta. Estuário de Santos, São Paulo, Brasil. (fonte:
https://www.google.com.br/maps/@ 23.9048713, 46.3341222,12z).
Amostragem do material
Foram coletados 100l de água sub superficial (0,5 1m de profundidade) a partir
de bombeamento manual com bombonas infláveis pré- lavadas com água local
(evitando que pudesse haver contaminação cruzada) em 5 galões. Durante o período
de coleta foi ainda coletado informações sobre os parâmetros físico-químicos locais,
sendo estes:
● temperatura, Ph, condutividade, turbidez, oxigênio dissolvido, salinidade, ORP
(potencial de oxi-redução).
Imediatamente após coleta o material foi levado ao Laboratório Multiusuários
de análises físico-químicas e biologia molecular do Departamento de Ciências do
Mar, onde foi realizado toda pré-processamento do material e separação das
frações.
Procedimento imediato do material amostrado
Uma alíquota congelada de cerca de 100-150 ml de amostra para análise
química em tubos novos (50ml). Alíquotas de ~1,5 ml, em duplicata, foram fixadas
com glutaraldeído, paraformaldeído, ou uma mistura dos dois, e congeladas em
nitrogênio líquido, para posterior análise por citometria de fluxo. O maior volume da
água (60 -80L) foi pré-filtrado (50μm) e submetido a filtração tangencial, utilizando
cartucho de 100 kDa. O concentrado de cerca de 500ml foi passado por membrana
de 3μm para separação de frações maiores do plâncton, seguida de Sterivex 0.22μm
para concentração do picoplâncton. Este recebeu tampão SET (sacarose 20%-Tris
50mM EDTA 50mM) e foi congelado a -20º até a extração de DNA.
Figura 4. Equipamento para filtragem tangencial. Descrição dos equipamentos: 1) Bomba
peristáltica; 2) Cartucho de filtração tangencial; 3) Mangueira para entrada de água; 4)
Mangueira para saída de água; 5) Mangueira para água filtrada; 6) Isopor para suporte; 7)
Fita adesiva; 8) braçadeiras para conexões (orings e conexão funil estão presos a elas);
9)TEE; 10) Manômetro.
Citometria de fluxo
A citometria foi realizadas no laboratório de Hidrobiologia da UFRJ seguindo
os procedimentos descritos em Gregoracci, Nascimento et al em 2012, a partir de
alíquotas de ~1,5 ml em criotubo para receber os fixadores. com 1% de
paraformaldeído e 0,5% de glutaraldeído para a contagem de bactérias e arquéias. O
tubo foi agitado por inversão e incubados por 10 min de ação, em sequência foram
congelados em nitrogênio líquido e encaminhados ao laboratório. As quantidades de
bactérias foram mensuradas por coloração por epifluorescência com Syto 13.
Análises de DNA
A extração do picoplâncton envolveu incubação com proteinase K e lise com
CTAB em filtro, com desproteinização com clorofórmio e precipitação com etanol.
Sequenciamento de alta performance
O DNA microbiano foi fragmentado (segundo protocolo NEXTERA NXT) e sua
qualidade verificada por fluorescência (Qubit), eletroforese em capilar (Bioanalyzer) e
PCR em tempo real (Kappa/Life) previamente ao preparo de bibliotecas. As
bibliotecas foram montadas com barcodes segundo protocolos do fabricante. O
sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq do Illumina utilizando o kit v3,
também segundo protocolos do fabricante, em pares (pair end).
Tratamento do sequenciamento
Foi empregado um workflow caseiro para limpeza e controle de qualidade das
sequências. Os dados resultantes em formato fastq (incluindo qualidade das bases)
foram limpos através de Dynamic trimming utilizando Solexa A++ (Cox et al, 2010).
Leituras menores de 75 bp foram consideradas erros e removidas com script caseiro
em Perl. Os pares foram alinhados utilizando o software livre PAIR FQ e unidos com
o PANDA SEQ (Masella et al 2012). Pares não-unidos dessa forma foram alinhados
e separados por um N e incluídos na análise como singlets.
O servidor online para anotação e armazenamento das sequências
metagenômicas foi o MG Rast (Meyer, Paarmann et al. 2008; Sun, Chen et al. 2011).
Após isto foram utilizados índice de diversidade (Shannon e Neff de Shannon),
comparações par a par via STAMP e inferências funcionais via FAPROFAX (Louca et
al, 2016).
RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA
Foram produzidos ao total mais de 6 Gb de dados metagenômicos sobre o
picoplâncton. Optamos em não fazer o controle de qualidade destes dados
sequenciados via MG RAST portanto este foi feito de modo manual empregando as
ferramentas já incorporadas a esta metodologia: Fast ToolKit. Solexa A++, Pair fq e
Panda Seq. Após as sequências tratadas e então anotadas via MG-Rast, foi utilizado
o STAMP para as análises estatísticas.
PAra amostras taxonômicas foram gerados gráficos comparativos entre STS 1
e STS 2 a partir do cálculo da abundância. Foi identificado diferença estatística a
partir do teste T até mesmo em grupos muito próximos, em um intervalo de
confiança de 95%.
Figura 5. Abundância funcional amostras STS 1 e 2 ordem/espécie e classe/gênero.
Em sequência foi realizado uma análise mais aprofundada de diversidade a
partir dos índice diversidade de Shannon H com correção de Neff para número
efetivo de indivíduos:
Figura 6. Imagens dos cálculos realizados para Shannon H e Neff.
Entrando na temática sobre carga funcional a análise tende a acompanhar a
mesma forma em relação a abundância e está expresso no gráfico abaixo:
Figura 7. Abundância funcional amostras STS 1 e 2.
Este tipo de abordagem não permite que muitas respostas sejam obtidas de
formas menos complexos, para tal nos apoiamos no aplicativo FAPROFAX
desenvolvido por Louca et al (2016) onde nos foi gerado uma tabela relacionando os
dados taxonômicos e funcionais a partir de uma biblioteca com os principais
metabolismos (Anexo 1).
No momento das amostragens foram coletados também fatores
fisico-químicos com sonda multiparâmetros Horiba U52. Foi separada uma fração da
amostra é encaminhada para análises químicas, os resultados estão na figura
abaixo:
Figura 8. Resultados das análises físico-químicas e químicas.
Para compreender quais variáveis químicas e físico-químicas mais geraram
deslocamento em nosso amostral, foi realizado a Análise de Componentes
Principais (PCA) tanto para STS 1 quanto para 2 e demais amostras fruto do projeto
que financiou esta pesquisa Processo FAPESP n º13/21745-4. Estes outros
amostrais foram inseridos para que pudesse ser gerado o gráfico, porém não serão
levados em consideração para discussão deste trabalho.
Figura 9. Analise por PCA de todas amostras do projeto FAPESP nº 13/21745-4.
DISCUSSÃO
Visão geral taxonômica
O oceano, um dos ecossistemas com grande biomassa bacteriana, possui
sua composição bem diferenciada porém com grupos muito marcados, como o
domínio de proteobactérias. Esta mesma relação foi encontrada em nossas
amostras como era de se esperar principalmente pelos grupos Gamma e
Alphaproteobacteria, conforme apresentado nas imagens abaixo e comparado ao
gráfico de classe/gênero, onde praticamente a totalidade é composta por
proteobactérias:
Figura 10. Distribuição procariótica dos oceanos (Madigan, 2010).
Ainda discutindo sobre a abundância é importante chamar atenção ao volume de
dados gerados e a quantidade de hits obtidos. Foram 7.337.951 milhões de hits para as
duas amostras, sendo 54,93% para STS 1 e 45,-7 para STS 2, esta vastidão de dados faz
com que a maioria dos testes convencionais estatísticos não sejam aplicados, pois a grande
quantidade de hits permite que haja variação estatística mesmo com valores de p-value
baixos, já que um valor próximo de 0 pode representar milhares de hits. Esta discussão será
feita novamente a frente.
Esta diminuição da abundância será discutida ao longo desta discussão, pontuando
principalmente grupos principais que apresentem variações como reduções entre uma
amostra e outra ou aumento.
Análises bacterianas
Para as análises de abundância será dada atenção a 4 espécies sendo duas que
apresentaram queda entre STS 1 e 2, e outras que apresentaram aumento. A proposta
nesta análise é buscar hipóteses para compreender estas alterações após o acidente.
Vibrionales - Vibrio cholerae
São bactérias móveis com forma de bastonetes curvos que podem se associar em
forma de S e possuem um único flagelo para locomoção(Ryan, 1994). São bactérias gram
negativas que crescem em condições de aerobiose ou anaerobiose em PH entre 8 e 9,5,
são ainda fermentadoras e redutoras de nitrito a nitrato e estão presentes na maioria dos
ecossistemas fixados em outros organismos, biofilme ou em vida livre (Henry, 2001).
É a espécie causadora da cólera porém apenas algumas linhagens são patogênicas,
sendo na ASIA O1 e O139 e na América Latina variante eltor (CDC, 2015).
Entre STS 1 e 2 foi foi verificado a diminuição desses organismos, mesmo com a
condição de ph estando favorável (8,,3 e 8,24) e em função da alta ocupação humana com
deságue de esgoto e próprias condições do estuário, o fornecimento de nutrientes não seria
fator limitante. Um ponto a se levar em consideração para esta redução é a sensibilidade de
bactéria a ácidos (Henry, 2001) e a queima de 3 contêiner de Ácido 2,4 Diclorofenoxiacético
(Anexo 2) que atingiram as águas pela mistura atmosféricas e também carreadas pela
chuva.
Pseudomonadales - Pseudomonas aeruginosa
É uma bactéria gram negativa, de espécie patogênica principalmente para
infecções urinárias e respiratórias, sendo uma oportunistas, principalmente a
espécie Pseudomonas aeruginosa. Esta bactéria pode ter sua influência e redução
de abundância relativa no ponto de amostra pela diminuição da ocupação do bairro
Conceiçãozinha, pela evacuação da área solicitada pela Prefeitura do Guarujá, o
que gerou menor produção de esgoto in natura.
Rhodobacterales - Ruggeria pomeroyi
Esta bactéria foi descoberta em 1998 por Uchino et al, aeróbica e requer Nacl
ou dependência de ambiente marinho para crescer (Lee, 2007). Nas análises foi
verificado que houve crescimento, potencialmente isto pode ter ocorrido pela
diminuição da concorrência pela diminuição de outras espécies.
Rickettsiales - Candidatus pelagibacter sp. GTCC7211
É uma bactéria marinha, com crescimento também em água salobras, que
não incorpora enxofre, dependendo da redução de elementos orgânicos, utilizando
metionina, dimetilsulfonopropionato e metanotiol. Seu aumento pode ser inferido
pela sua adaptabilidade a ambiente marinho e salobro, que durante o acidente pode
ter sido beneficiado pela quantidade de chuvas e fluidos utilizados para apagar o
incêndio.
Diversidade
Em questão de diversidade notamos aumento representativo das amostras de
STS 1 e STS 2 passando de 312 para 422 espécies efetivas de Shannon, ou seja,
um acréscimo superior de de 1%, aparentemente esta número não parece
representativo porém quando levamos em consideração hits superiores aos milhares
esta resposta se mostra importante.
Este mesmo tipo de análise deve ser interpretado também para a diferença
significativa entre as espécies, que mesmo quando apresentam um p value muito
próximo a 0, estes não podem ser desconsiderados pois o espectro de hits é muito
grande, trazendo mais confiança nas análises.
Função funcional
Seguindo a análise funcional pelas respostas do FAPROFAX, já que as
análises metabólicas em level 1 tem um grau de aprofundamento superficial e o
nível 4 é demasiado aprofundado tornando muito complexa a análise, destacamos
os três mais abundantes:
aerobic_chemoheterotrophy 592887 424917 1017804
aerobic_chemoheterotrophy and photoheterotrophy 279528 243839 523367
methanol_oxidation 164192 190791 354983
Figura 11. fragmento do Anexo 1 da analise do FAPROFAX.
Percebemos a predominancia de sistemas aeróbicos, quimioheterótrofos e
fotoheterotróficos, ou seja, são metabolismos bastante recorrentes e que podem
ocorrer em qualquer tipo de ecossistema. Chama-se atenção ao metabolismo de
oxidação metanol, um recurso disponível em larga escala na região de estuário de
Santos pelo alto fluxo de embarcações e vazamentos constantes de combustíveis.
Análise química e fisico-quimica
Não foram notado variação importante nas análises físico-químicas dentre as
duas amostras, mostrando que estas não foram significativas para alterar a
abundância e diversidade, porém, quando tratamos das análises químicas pelo PCA
vemos que as amostras se distinguem.
No primeiro caso, não é tão relevante os fatores de nutrição como nitrogênio
e fosfato serem os pontos que mais alteraram as amostras, sendo estes em sua
maioria PH e Oxigênio dissolvido. No segundo caso o fosfato e nitrogênio arrastam a
amostra, porém não é possível relacioná-lo com o acidente já que estes não
possuíam em sua composição este tipo de compostos.
CONCLUSÃO
Ao final deste trabalho verificamos que é necessário seguir com experimentos
na área para que possamos conhecer relações ecológicas bacterianas na região do
Porto de Santos, principalmente pela recorrência de impactos, para identificar
interferências indiretas em outras teias tróficas e até mesmo na produção de matéria
e fluxo de energia.
Neste estudo, não ficou claro as alterações ocorridas antes e após o acidente,
porém temos agora, pela primeira vez no nível do picoplâncton uma análise e
criação de biblioteca bacteriana da região.
Releva-se a importÂncia que estes estudos sejam iniciados e continuados em
níveis de pós graduação pelo tempo que precisam e nível de conhecimento e estudo
na área biológica, ecológica, informática e microbiológica.
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ANEXO 1
Inferência metabólica por conjunto funcional e hits (Foram









aerobic_chemoheterotrophy and photoheterotrophy 279528 243839 523367
methanol_oxidation 164192 190791 354983
unknown 153076 167813 320889
aerobic_chemoheterotrophy and fermentation and
human_pathogens_all and human_pathogens_diarrhea
and nitrate_reduction 183181 73903 257084
aerobic_chemoheterotrophy and methanol_oxidation 82096 133311 215407
aerobic_chemoheterotrophy and
aromatic_hydrocarbon_degradation and
dark_thiosulfate_oxidation and human_pathogens_all and
human_pathogens_pneumonia and
human_pathogens_septicemia and nitrate_denitrification
and nitrate_respiration and plastic_degradation 116058 58759 174817
aerobic_chemoheterotrophy and fermentation and
fumarate_respiration and human_gut and
human_pathogens_all and human_pathogens_diarrhea
and human_pathogens_gastroenteritis and
nitrate_reduction and nitrate_respiration and
nitrite_ammonification 96928 56816 153744
photoheterotrophy 73307 64025 137332
aerobic_anoxygenic_phototrophy and
aerobic_chemoheterotrophy and
anoxygenic_photoautotrophy_H2_oxidizing and 63488 57050 120538
anoxygenic_photoautotrophy_S_oxidizing and
fermentation and nitrogen_fixation and photoheterotrophy
aerobic_chemoheterotrophy and nitrate_reduction 76712 42533 119245
aerobic_anoxygenic_phototrophy and
aerobic_chemoheterotrophy and photoheterotrophy 60294 51195 111489
fermentation and human_gut and human_pathogens_all
and human_pathogens_gastroenteritis and
nitrate_reduction and sulfite_respiration and
thiosulfate_respiration 62421 35797 98218
aerobic_chemoheterotrophy and methanol_oxidation and
photoheterotrophy 51405 40833 92238
aerobic_chemoheterotrophy and fermentation and
human_pathogens_all and nitrate_reduction 62054 21497 83551
aerobic_chemoheterotrophy and fermentation and




hydrocarbon_degradation and nitrate_denitrification and
oil_bioremediation 50085 21211 71296
fermentation 34022 34630 68652
animal_parasites_or_symbionts and intracellular_parasites
and nitrate_respiration 32028 32835 64863
aerobic_chemoheterotrophy and methanol_oxidation and
ureolysis 39634 25079 64713
aerobic_chemoheterotrophy and human_pathogens_all 29671 32886 62557
aerobic_anoxygenic_phototrophy and
aerobic_chemoheterotrophy and nitrate_denitrification and




dark_thiosulfate_oxidation and ligninolysis and
manganese_oxidation and plastic_degradation 37373 20192 57565
fermentation and human_gut and human_pathogens_all
and invertebrate_parasites and nitrate_reduction 33196 20681 53877
methanol_oxidation and photoheterotrophy 28012 25424 53436
aerobic_chemoheterotrophy and cellulolysis and
chitinolysis and xylanolysis 32283 18588 50871
aerobic_anoxygenic_phototrophy and methanol_oxidation 25616 25008 50624
aerobic_chemoheterotrophy and human_pathogens_all
and nitrate_respiration 19666 24277 43943
aerobic_chemoheterotrophy and human_gut and
photoheterotrophy 23313 19943 43256
anoxygenic_photoautotrophy_S_oxidizing and
dark_sulfide_oxidation and dark_sulfur_oxidation and
dark_thiosulfate_oxidation and methanol_oxidation 22427 19993 42420
aerobic_chemoheterotrophy and
aromatic_hydrocarbon_degradation and cellulolysis and
dark_thiosulfate_oxidation and denitrification and
invertebrate_parasites and ligninolysis and
plastic_degradation 25725 14198 39923
aerobic_chemoheterotrophy and fermentation 19657 20008 39665
aerobic_chemoheterotrophy and ureolysis 17728 21767 39495
fermentation and human_gut and nitrate_reduction 22617 14193 36810
animal_parasites_or_symbionts and human_pathogens_all
and methanol_oxidation and nitrate_reduction 22164 14155 36319
aerobic_chemoheterotrophy and
aromatic_hydrocarbon_degradation and
human_pathogens_all and nitrate_denitrification 23669 11880 35549
cellulolysis and methanol_oxidation 22468 12424 34892
fermentation and manganese_oxidation and
nitrate_reduction and nitrate_respiration and
nitrogen_fixation 18450 16401 34851
aerobic_chemoheterotrophy and human_gut 20224 14614 34838
aerobic_chemoheterotrophy and human_pathogens_all
and nitrate_denitrification and nitrate_respiration and 21913 10976 32889
nitrous_oxide_denitrification
aerobic_ammonia_oxidation and methanol_oxidation and
ureolysis 17363 15419 32782
aerobic_chemoheterotrophy and dark_hydrogen_oxidation
and dark_sulfide_oxidation and methanol_oxidation and
methylotrophy and nitrate_denitrification and
nitrate_respiration and photoheterotrophy 17548 14468 32016
aerobic_chemoheterotrophy and nitrate_denitrification and
photoheterotrophy 15929 15928 31857
aerobic_chemoheterotrophy and nitrate_respiration 20117 11529 31646
aerobic_chemoheterotrophy and cellulolysis and
methanol_oxidation 10955 20057 31012
aerobic_anoxygenic_phototrophy and
anoxygenic_photoautotrophy_S_oxidizing and
dark_sulfide_oxidation and methanol_oxidation and
nitrogen_fixation 14321 16677 30998





dark_iron_oxidation and dark_sulfide_oxidation and
iron_respiration and nitrate_reduction and
nitrate_respiration and nitrogen_fixation and
photoheterotrophy 16342 13088 29430
methanotrophy 14413 13925 28338
